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PrQfiingsantrag gam, f 44 PatG (at gaatallt 
(^Zallinterafctlonasystam zur InduktJon kGnstJJchar Geweba 

@ Oia Erflndung batrifft Zalltntaraktionssyitame zur Induk- 
tion kflnitllehar Qawaba, dia xur Herttatluno vitalar Trans* 
pJantata odtr zur EtaUlsning von Krankhaittmodallan gaalg- 
net alnd. Derardga Zatttntaraktionskultureystania Hit In vKro 
Organ- und Gawabamoddia warden zur Haratallung von 
Zailgawaban mit Hllfa draldimansionalar - aina axtrazaQulira 
Matrix aufwaisandar • TrSgart trukturan vanwandat Ola anga 
tntsraktlon artifiztoUar Gawaba orUubt dan Auftau von 
Modallan fOr Erkrankungan, wobal an dan Granzzonan Zail* 
und Matrbcverlndarunean dureh auBaro Einflfista, z. B. 
duroh Madikamantangiba, gaprfift warden fcfinnan. 
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BeschreibuDg Weise HlBt fish durch ein AndnoRderbinden von Zellen 

ome mtersellulOre Motrci ats^dkUdea. 

Die Erfindung betrilft ZeUinterotctionz^ysteme zur In- Derartige dreidimensbnde l^ersmikturen siehen 

duhtion kOnotlidser G^ebd sum Z^edcs der Herotol- Jedodi vor der Schwierist^it, de Zelka im loneren des 

lun^ vttaJef Tmosplantate oder zur Emblienmg von s ImplontatesoiisreidiendmhNObi^toffenzuverso^ 

ECronldieitsznodeUeQ. Demrti^ ZellinteraktbaisdUail^ Der Efitnduas die Aufgabe zu^rundei die Eta* 

tursysteme fOr in vitro Of^gfon- tmd Ge^ebsmesislie blieruo^ vcm ZdUinterohdonssystemen zu ermOg^Uchen, 

Den oA 2tir Herstellung dreidimemuoaaier Zailge^be dis zi&r Induction kdnstlicher Ge^ebe m f imktionnlen 

mil (fflfe dfeldlmensionQlef IVOgerstrukturea, die die Oe^eben gedgnet oind. Die Auf^e wurde doduich 

BiUung einer eictrazeUulEren Motris (ECM) erlaubeo, lo geldst^daBdreidimensbnritelCdtureadieeineexti^d* 

Qber zunQchst oellnt ooch Eseine ECM aufcveioen. Dii& hil&re Matm besitzea oder entwicbeint miteiminder 

ense Interakdon ordfizieBer Ge^be enndglicfat den Qb^ Membronen verbusden sind oder b direbem 

Atifbau von Modellen fOr Erkrontsungen, wobei on d^ Kontnkt otehen oder mltringiyder vennen^ sind. So er- 

Grenzzonen Zell- und MatrisverQnderun^ durdi ilu- folgt die Indu!ctzon Gines ortifizieUen Zellgewebes zu 

Qere QnflOsse, z. B. durdi Medlkamenteng&be, geprflft ts z. B. ECnorpel* oder Knochengewebe durch transfiziene 

werdenkdnnen. Zellkulturen oder dreidimensionale Kulturen von Pe- 

Es 8ind sahlreidie Zellkultursystexne bekannt* in de* riost- oder Perichondriumzeilen. 

neneineeztrazeMareMatm(ECM)besdiriebenwor' Das eFfindungss^mMfie ZellintenMonssystem 

den St So ^nrd in der Patentsdirift DE 34 10 631 ^ {JF^ 1) besteht qus der N3hrI5sung/dem SCQhIbehElter 

ImplantatioDsniat^ial zur WiederhersteQung defelster so K der 'Tnopfenbildun^k^inuner 2» der Misdiungslsam- 

Knorpel oder Knodien vorgestelit d&fi enmeder In mer 3, der Perhmonricammer 4 (mit WfirmeplatteX der 

Gelfbrm od^ dngebettet in natOrlidies oder bOnstli* Mengenme8sungseinridituns5(optisfiheKotttn>lle]Lder 

dies Kflodiennidterial voriiegt Das Gel enthSlt em- Probeentnahme ^ der Mediumauslaufkammer 7 und 

bryonale ortspezifkdie CSiondro^en oder Meoen- demlnterfoce/PCSw 

diymzellen und vorzu^eise auch dne &itr&zellulare 25 ErfindungsgeiniS werden dreidimensionale Zellge- 

Matrte von Chondrocyten und WQchstuniahonnon& In webe mit lOlfe dreidimensionaler Trigerstnikturen, 

der US (US-?atentscfarift) 4801299 werden Kfirperim- z. B. resorbierbare Poiymervliese, hergestellt FOr die 

plantate In Form einer e^ttrazeiluliren Matrix waS der Herstellung eines ^orpelgewebes z. & werden entdif* 

Basis von Kollagen vorgeschlagen. ferenzierte (vennehrte) Knorpelzeilen oder undiff eren- 

Eine Methode zur Gewebe-Regenerierung mit Hiife 20 zierte mesenchymale VoriauferzeUen verwendet Di^e- 

einer extrazellul&ren Matris-Induktion bUdet den Oe- renzierte Knorpelzellen vom Patienten stehen norma- 

genstand der US 493500a EstrazellulSre Matrizes fin- lenveise nur in geringer Menge (operativer Qngriff not- 

den D^eiterfain im Zusommoibang mit der Wiederher- wendig)2urVerfQgung. 

gtdhrng dfr mf ngf*^*^'^ " Umtt ftottmetfatehen Kamporf. Um eln difierenzierendes Mikromilieu zu scfaaffen, 

tionen (US 5055298) auf Kollagen- oder Fibro- 33 wirda)eineundifferenzierteZeUsuspensionmitk5rper- 

nektin-Basis zum Anheften von T-Zellen (US 5188959 eigenen Zellen oder Zellaggregaten dnes defmierten 

und 5354686) Verwendung. Kollagen (Typ Q als Grund- (differenzierten) Phfinoiyps gemisdit. werdok b) deC- 

matris for die station&re Phase bipolar adhirierter He- nierte (z. B. differenzierte) oder genedsch manipulierte 

patozyten einer ZeUkuItur wird b der DE 43 36 399 be- kdrperfremde Zellen in einem Gel oder Vlieo mispen- 
s^eben. 4q diert und um das Gewebe herum bzw. direkt an das zu 

Die hmktioneile Immobilisierung von Enzymen, Pro- diff eren2dereDde Gewebe gelogert 

t&nen und ganzen Zellen auf f esten, biokompatiblen Die Anordnung dieses Verf ahrens stellt eine definier^ 

Trfigermaterialien mittels elektrostatisdier Wedisel- te Kontaktzone zwischen zwei artifiaellen dretdimen- 

mrkung zwtschen der OberflEdienbesduclitung des sionolen Zeligeweben her. Diese Kontaktzone dlent als 
Festkdrpera und dem zu fbderenden Adsorbat bildet 43 TestsystemfOrErkrankungen. An den Grenzzonen kdn- 

den Oegenstand der DE 43 23 487. In der WO 92/20780 nen Zell- und Matriitverinderungen, z. B. bei der Gab^ 

PE 41 16 727) vnrd die gleidizeltige Kultivierung un- von Et^edikameoten, geprOft werden. 

tersduedficher Saugerzellen, die separate Gewinnung Die eifindungsgemiBen Interaktionszellkuhursyste- 

versdiiedener SHugerzellprodukte sowie die Modellie- me eignen sidi zur Verwendung ab in vitro Orsan- und 
rung von von Organwecfasehyirkungen auf humoraler so Geweberoodelle. 

Ebenebeedirieben. Oberraschenderwelse hat sich herausgestdlt daS 

Bel der Herstellung von Implantaten sind Verfohren z. E die Indukdon eines artiftziellen Zellgewebes zu 

bekannt geworden« die von PoIymerfaserbOndetn aus Knorpel-oderKnodiengewebedurditransfizierteZdl- 

resorbierborem Material ausgeheuo ouf das isoUerte und kulturen oder dreidimensionale Kulturen von Periost- 
vermehrte Zellen gebradit mi die BOndei implantiert 55 oder PendK>ndriumzellent die eine ejctrazellulSre Ma* 

werden (CA. Vacand et al. Plastic and Reoonstnartive trix entwidieln oder be^tzen, den Aufbau von Modellea 

Surgery, Vol 8, Na 5.1991, 753— 759^ Audi in der WO fOr Erkrankungen eriauben, bei denen insbesondere die 

90/12603 werden dreidimensionale T^gerstnikturen extrazellulgreMatriizeineRoUespielt 

genannt, die in der Fonn des zu ersetzenden Organs IFitg.2zeigtZeU-undGewebeanordnungen: 
ausgebiWet und mit den gewQnsditen ZeDen versetzt eo Serielle Kuitur: Faktoren aus dem Gewebe (links) 

sind wirken auf das Gewebe rechts. Der Foktor aus dem 

Mit der DE 43 06 661 sdilieBlidi wird die Herstellung Gewebe redits wirkt nbht auf das Gewebe links, 

eines Implantateo qus Zellkulturen beansprudrt. Dem- Sandwidi-Kultur: Zwei oder mehrere kOnstlidie Oe- 

nach werdeo Knorpelzellen auf eine resorbierbare. vor- webe liegen Qbereinander oder aneinander (Kontaktzo- 

geformte, dreidimensionale TWgerstruktur - die der ^ nen^ ^ ^ . . . */,t 

gewOnschten Struktur des Implantates entspridit — ge- Integrierte Kuitun Dabei handelt es sidi um erne ivai- 

bredit und die Struktur mit einem Material ummantell, adiung untersdiiedlk^ Zellen zum Zwe^e der Diffe- 

durefa das eine NQhrlasung diffundieren kann. Auf diese renzienmg eines Gewebes 
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Flieflende Zellen: Ein Oemisch su^eadiener ZeUen Die Aaordnun^ dieses Verfahrets atetlt eine definier- 
(z. & Lymphozyten oder each Mikroorgazuanen) str6- te Kootaktsone zwiscben 2wei ordfiziellen dreidimen- 
men eotlang eines ardfiadeUen Gewebes (z. E Endothel) aonalen Zell^weben her. 
und hof ten don on, weon die ZeUea passende Rezepto* 

ren esqirimiereB. s Beispiel 3 

^ 3 oberes Bild: Der Z^/edk der ZeUmischuns be* 
steht dariiu mit den weoiffen vorfaandenen differenzier- Modell Rbeumatoide Artfaritio 

ten bzw. ^erenzierendea ZeDen mdsltchot viele der 

undlfferenzxerten Zellen zudiffereoziereD. A^j^ressive ZeUen tm der Synovia eines Patienten 

804^ der undifFerenzierten meaenchymden Zellen lo mit rfaeumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) invadieren 

und 20% der differenzierten Knorpdzellen befinden dasKnorpelzeUgevebe(3I>-Gewebe2)invitrtx 

skh zusammeo in einem Cewebe (G^ebe I), 
K6rperfremde oder genedsch monipuiierte Zellen Beapiel4 

wcrden, wenn cie differenzierende Faktoren produzie* 

ren, urn das Gewebe 1 herum angeordnet « Knoq)e!gewebe 

— unteres BUd (Kontaktzone): Bel der rheumatoiden 
Arthritis zemfiren omoviale Zellen in den Geienken Vennehrte KnorpelzeUen oder mesenchymaie Vor- 
der Patienten den Gelenkknorpel indem seine Oberfla- Ifiuf erzellen unterschiedHchen Relfungs- und Differen- 
che und extrazelluiare Matrix zerstdrt werden und zierungsgrades werden in einer Fibrinogenldsung sus- 
schKeBUchsynovialeZeUenindenKjiorpeleindriagen. 20 pendiert, die ZelJsuspension in einem resorbierbaren 
Die Erfuidung soil anhand von AusfOhrungsbeispielen Polymervlies verteih, Faktoren oder Komponenten der 
naher erlButert werden entsprecbenden estrazellulfiren Matrix, die dem Wachs- 

turns- und D^erenzierungsprozefi fdrderlicfa Q i? i4 , zuge- 
AusffihniQgsbeispiele setzt und durcfa Throndiinzugabe verfestigt und einem 

3S differenzierendenMikromilieuausgesetzt 



Beispiel 1 
Dreidimensionales Zellgewebe 



Beispiel 5 
Knochengewebe 



Ein dreklimensionales Zellgewebe wird mit VEUe so 

dreidimensionaler TrUgentrukturen (resorbierbares Zellen osteogenen Ursprungs umerschiedlichen Rei- 

PoJymervlies) hergestellt Far die Herstellung eines hinp- und Differenaderungsgrades oder mesenchymaie 

Knorpelgewebes werden (a) entdifferenzierte (ver- Voriauferzellen werden in einer Fibrinogeniasung sus- 

mehrte) KnorpelzeUen Oder (b)undifferenzi€rtemesen- pendiert, die Zeilsuspension in einem resorbierbaren 
chymale Vorlftuferzellen verwendet Die in der Vlies- 35 Polymerkonstukl verteUt, Faktoren oder Komponenten 

struktur zu verteilendea Zellen werden dabei erst in der entsprecbenden eictrazellultren Matrix, die dem 

einer Fibrinogentosungsuspendiert Die Zeilsuspension Wachstums- und DifferenzierungsprozeB fOrderlich 

wird in den VUestrftger gefiillt und durch Thrombinzu- sind, zugesetzt und duroh Thrombinzugabe verfestigt 

gabe verfestigt und einem diff erenzierenden Mikromllleu ausgesetzt 

40 

Beispiel 2 Beispiel 6 

Diffcrenzierendes Mikromilieu Modell Tlheumatoide Arthritis/in-vitro Pannusgewebe" 

Um ein differenzierendes Mikromilieu zu schaffen, 43 Zellen der Synovialmembran eines Patienten mit 

wird (A) eine undifferenzierte Zeilsuspension mit kdr- rheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) treten wie im 

pereigenen Zellen oder Zellaggregaten eines differen- Beispiel 3 mit KnorpelzeUgewebe (3D-Gewebe 2) in 

zlerten Phanotyps 5 : 1 gemischt, (B) differenzierte aber vitro in Wechselwu-kung. 
kdrperfremde Zellen m einem Gel oder Polymervlies 

suspendiert und um das Gewebe herum bzw. direkt an 90 Patentansprdche 

das zu differenzierende Gewebe angelagert 

Das differenzierende Mikromilieu kann i. Zeliinteraktionssystem zur Induktion kOnstiicher 

dreidimensionaler Gewebe. dadurch gekeangeich* 

l.diffch differenzierte KnorpelzeUen not, daB Kulturen, die eine extrazelluiare Matrix 

Z mit BMP (bone morphogenedc protdn) transfi- ss besitzen oder entwickeln, miteinander Qber Mem- 

zierten Zellen branen verbunden mnd oder m direktem Kontakt 

3. mit alien Zellen (Periost und Perichondriumzel- stehen oder miteinander vermengtsind. 

Itn), Geweben (Periost, Synovia) oder Gewebe- 2.ZeninteraktionssyBtemnachAnspruchl,dadurch 

komponenten (MatrixX die parakrln Knorpel-diffe- gekennzeichnet, daB zur Indukdon eines ardRziel- 

renzierende Faktoren produzieren oder freisetzen, so len Zellverbandes zu Knorpel- oder Knochengewe* 

gescfaaffen warden. Derzdt bekannte Faktoren be genedsch manipuUerte Zellen oder dreidimen- 

sind z. a bone morphogenetic proteins; cartilage sionale Kulturen von Periost- oder Perichondrium- 

drived morphogenetic proteins, transformig zellen in einem differenzierenden Mikromilieu Ver- 

growth factor beta (Luyten, F.P. et al, Acta Orthop. wendung finden. 

Belg^ 58 SuppL 1 (1992) 263-267; Exp. Cell Res. 65 . 3. Zeliinteraktionssystem nach Anspnich 1, beste- 

1994, 210: 224-9; Chan& S.C et al, J. BioL Chem. hend aus einer Perfusionskammer mit Warmepiat- 

1994, 269: 28227-28234). te, einer Nahrtdsung und KQhlbehfllter, einer Trop- 

fenbiUungskammer, dner Mischungskanuner, ei- 
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oer MengemnessungsemricfatuQg zur optiscben 
Koatrotte, einer Pmh>>fi7^fnahTni»<>mrirhfittig^ eioer 
Mcdiumausltuflcimmer und einem Interface/PC 

4. Vol ahreo sur Herstdlung einei Knorpdgewe- 
besimtHiIfedeiZelIbtmktx)nssyittm $ 
spnich 1 his 3, dadurdi gekmnrfirhnet, daB ver- 
mehrte Kfiorpelzelleii odtr mesezicbyzDale VorUu- 

f endlen imtenchiedlicfaen Reifungs* und Diflerefl- 
zienmgtgndes in einer Fibrioogenlfisung suspen* 
dleit, die Zelbtupensim in einem rtsorbierbaren lo 
Polymervlies verteilt, Falctoren oder Komponenten 
der entspredienden esctrazdloUren Mafrix, die 
dem Wacfastunu* und DiffercnricninggptDgeB fdr> 
derlidi tlndt zugetetxt werden und dureh Tlirom* 
binxugabe verfestigt und einem dISerenzierettdett %$ 
Mikromiiieu ausgesetzt wodea 

5. Veif ahren zur HenteOung eines Knodiengewe* 
bes mit HOfe des Zelfinteraktioossystems nacb An> 
iprucb i bii 3, dadurch gekennzeichnet, daB Zdlen 
osteogenen Ursprungs untenH±i^cfaen Rdfungs- 20 
und Differeimenrngsgrades oder mesendiymale 
Vorl&uferzellen in einer Fibrinogenidsung suspen* 
diert, die Zellsuspensbn in einem resoriHerbaren 
Polymerkonstrukt verteilt Paktoren oder Konqx)- 
nenten der entsprechenden extrazeDuUren Matiii; 2S 
die dem Wachstums- und DlfferenzienuigsprozeB 
fOiderlidi tind, zugesetzt werden und dureh 
Thrombinzugabc verfestigt und einem ddferenzie* 
renden A^Ukromilieu ausgesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurcb gekenn- 30 
zeidmett da£ zur Brzeugung eines differenzieren- 
den Mikromilxeus dne Suspension vorfaer vermehr- 
ter, undiflerenzierter Zellen mil autologen Zellen 
Oder Zellaggregaten ernes definlertea Phfinotyps 
gemischtwird 39 
7* Verfahren nach Ansprudi 4. dadurch gekenn- 
zeidmct daS zur Erzeugung eines dtfferenzieren* 
den Mikromilieus dne Suspension vorfaer vennehr- 
ter, undlfferemderter Zellen in direkcen Konlakt 
mit dnem Gel Oder Polymervlies. das differenzier- 40 
te, kfirperf remde ZeBoi enth< gebradu wlrd. 

8. Verfahren nadi Ansprudi 6, dadurch gekenn- 
zetcfanet daB das differemderende KfikromSeu 

a) dureh diff erenzierte KnorpelzeUen 

b) mit BMP (bone morphogenetic Protein), 49 
TGP oder verwandte Paktoren produzimnde 
Zellen, wobd diese hi untersdiiedlidier Weise 
zwed^entsprediend genetisdi manipuliert sem 
kdnnen, 

c) dureh alle Zellen (z.a Periost- oder Peri- so 
choodriumzdlenX Gewebe (Periost, Synovia) 
Oder Gewebekomponenten (Matrix), die knor- 
pddifferenderende Paktoren produzieren 
Oder f reisetzen, erzeugt wh^ 

9. Verwendung des Zdlhterakdonssystems nach 55 
Anspnich 1 bis 3 zur Induktbn kOnstlieber Gewe* 
be. 

10. Verwendung nach Anspnich 9, dadurch gekenn- 
zeidmet, daB es zur Herstdlung vitaler Transptan- 
tatedient CO 

1 1. Vernrendung nadi Ansprudi 9, dadurdi gekenn- 
zeichnet. daB es zur in-vitro Simulation pathogene- 
tischer Prozesse und zur Etablierung von Krank- 
hdtsmodelien dient 

12 Verwendung nach Anspruch tl, dadurch ge- as 
kennzeidmeu daB zur Etablierung des Modells 
"Rheumatoide Arthritis/in-vitro Pannusgewebe^ 
Zellen der Synoviahnembran eines Patienten mit 
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rfaeumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) mit Knor- 
pdzdlgewebe(3D-Gewebe 2) in vitro in Wedisd- 
wirkungtreten. 
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